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La presente invention concerne un antibiotique nouveau et 
utile, ses derives et ses procedes de production;. II. -concerne plus 
particuliereraent un nouvel antibiotique sous des formes variees, 
et ses procedes de production par fermentation, de meme que sa 
5 concentration, sa recuperation, sa purification, son isolement, 
et la production de ses derives. 

L 1 invention coraporte dans son etendue une substance anti- 
biotique sous, des, formes. diluees, cow des concentres bruts, et 
sous formes cristallines pures, L 1 antibiotique desire et ses deri- 
1C v£s presentent une haute activite vis-a-vis d'une variete de mi- 
. croorgariisme qui comprend des bacterieis Gram positives et Gram 
negatives, aes mycob^cteries, des champig nons et des. bac l erlo pha- 
ges. On a observe in vitro sur quelques virus une forte action 
- pour les detruire . Leurs possibilites d'arreter .la croissance 
15 et le developpement de certaines tumeurs transplantables et pro- 
voquees, est une autre propriete antibiotique importante. Les 
propri£t£s antibiotiques des composes les rendent d'une grande 
utilise comme agents therapeutiques dans le traitement de nom- 
breuses maladies. L 1 antibiotique conforme a X' invention est pro- 
20 = diiit par.un proc£d£ de fermentation dans des conditions contr3- 
lees, dans lequel on utilise une espeee de Streptorayces jusqu'a 
present inconnue. 

LE MICROORGANISME 
Le microorganisme utilisS pour la production de cet anti- 

25 biotique est une espece recemment decouverte de Streptomyces Iso- 
lde a partir d'un dcharitilloii d 'impure t4 recueilli VMusashi- 
Koganei au Japon. Une culture de l'organisme vivant a 6te deposee, 
et ajoutde a la collection permanente de reserve de la Collection 
^mericaine de Culture, Rockville, Maryland aux Etats-Unis d'AnnS- 

30 rique. On lui a donnele numero ATCC 21 555 et il est designe 
dans la suite comme variete de Streptomyces achromogenes tomay - 
rcyceticus , 

II est bien entendu qu f en ce qui concerne la production du 
nouvel antibiotique, l f invention ne se limite pas a 1 'utilisation .* 

35 de l'organisme particulier decrit-, ou d'organismes qui repondent 
tout a fait aux caracteristiques microscopiques et de croissance 
decrites ici, que I'on donne a titre illustratif. On desire essen- 
tiellement et on se propose d'inclure I'utilisation d'especes mu- 
tantes produites a^ partir de I'org^isme desire par des moyens va- 

40 ries comme les rayons X, les radiations ultraviolettes, i'yperite 
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azot6e> 1 1 exposition aux phages. 

On desire aussi et on se propose d'inclure tout organisme 
sans tenir. compte de son apparence ou de.son comportement physio* 
logique, que l'on.peut developper- par des raoyens de transformation, 
'5:.de transduction, de recombinaison gdnetique, ou d'autres proc£d£s 
: ggnetiques utilisant un acide nucl^ique pour former l'espfece de- 
crite,. par lesquels on a. acquis la possibility d.'elaborer le pro- 
-duit* decrit ici,_. ou d'effectuer la transformation biologique de- 
erite ici. ; 

• 10 Pour isoler et caracteriser le microorganism, on. agite une 

fraction d'echantillon d'ijnpurete dans de l'eau.distillee sterile 

et on la depose dans le milieu a base d'agar de Kraipsky . Apres 

avoir incube a 3°°C, pendant sept- jours, on. i sole des colonies de 
variety de Streptomyces e^iromcgenes 'tomayniiceticus ATCC 21 353 a 
15 partir du milieu, et on les fait pousser ensuite dans le milieu 
d'agar de Bennett s .,.«.-..-.. 

PtORPHOLQGIE 'mCROSCOlPIQIifE ' * 
La morphologie, de la yarljSte de Streptomyces achromogenes 
tomay-myceticus ATCC 21 353 qui a pousse .dans le milieu de Czapek 
20 a 30°C» pendant dix a quatorze jours, est donn£e ci-aprfes. La 

conidie est sph^rique ou ovolde avec vine surface polie^- On observe 
un long mycelium a£rien ramifi£ et k chalne droite ou faiblement 
incurv£, avec une f aible croissance. 

CARACTEftlSTIQUES FHYSiOLOSIQgES EE 3E CULTURE 
25 I*cs earact£ristiques physi'ologiques et de eultura^&e la nou- 

velle espece de S. achrom. var tomay-myceticus ATCC 21:^3 dans un 
certain nombre de railieircsont donnees ci-aprfes. L'obse^ttion a 
ete faite apres dix a quatorze jours d l incubation, h 30^ES Le temps 
d. f incubation et la temperature sont les raeraes que ceuxiSndiqu£s 
30 ici, sauf indication contraire. . . - V 

Agar de Czapek - Croissance blanche a jaune pale la colo- 
nie, f aible eroissance du mycelium a£rien blanc pulverulent; pas 
de pigment soluble. - - 

Agar amidon-ammoniaqug - Croissance faiblement grisStre avec 
35 mycelium aerien gris fence pulverulent; pas de pigment soluble. On 
constate une f aible action diastasique. 

Agar glucose-asnarigine - Crqissanee blanche k legerement 
i voire de. la colonie; pas de croissance ou f aible croissance du 
mycelium aerien blanc pulverulent;, pas da pigment soluble. 
40 Agar malate de calcium - Croissance cremeuse aveq- mycelium 
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aerien Mane a gris fonc£ pulverulent; pas de pigment soluble. Le 
malate de calcium est solubilise. 

Agar tyrosine - Croissance vegetative incolore ou Iggere- 
raent brune sans mycelium aerien et sans pigment soluble. 
5 Bouillon d'agar - Croissance cremeuse de la colonie sans 

mycelium aerien; pigment soluble brun produit. Pas de production 
d'hydrog&ne sulfur^ apres sept Jours d 1 incubation. 

Agar de Bennett - Croissance legerP. ffl ent cremeuse de la colo- 
nie; pas de mycelium aerien et pas de pigment soluble. Apres in- 
10 cubation k 37°C, croissance brune de la colonie avec un mycelium 
aerien gris fonc£ pulverulent et production d f un pigment soluble. 

brun* ■-- 

Bouillon de glucose - Croissance cremeuse de la colonie 
avec un pigment soluble brun; pas de croissance de mycelium ae- 
15 ri.en. 

Solution de glucose de Czapek - Paible croissance superfi- 
cielle incolore de la colonie, «t.faible croissance du mycelium 
a£rien pulverulent, pas de pigment soluble. Le nitrate n T est pas 
ou peu r£duit en nitrite. 
20 Gelatine stabllis^e - Croissance cremeuse sans mycelium 

&Srien et sans pigment soluble apr&s une incubation de ?1 jours 
de 15 k 20°C. II y a une faible liquefaction de gelatine. 

Lait de tournesol - La culture croit comme un noyau cremeux 
k la surface. II y a production d'un pigment soluble brun, fai- 
25 blement gris&tre. II y a une legere peptonisation, mais pas de 
coagulation. 

Pecule de pommes de terre - Croissance vegetative cremeuse 
gris&tre avec une surface plissee; faible croissance du mycelium 
aerien blanc pulverulent; production de pigment soluble brun 
5C fonce. 

Agar de cellulose - II n'y a pas de croissance avec des ions 
ammonium ou nitrate utilises comme source de l r azote. 
UTILISATION DE SOURCES DE CARBONE 

L f utilisation de sources de carbone a ete effectuee selon 
55 la mgthode de Pridham et Gottlieb apres sept jours d 1 incubation 
k 50°C 

(a) Les substrats frequemment utilises coraprennent; le glu- 
cose, le xylose, le mannose, le fructose et le mannitol. 

(b) Les substrats mbderemment utilises comprennent: l f ara- 
40 binose, le rhamnose, le saccharose, le lactose, le trehalose, le 
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raffinose et 1' inositol. 

(c) Le substrat peu utilise est : la salicine. 
L ' ANTIBIOTIQUE 

On produit le nouvel antlbiotique de l 1 invention lorsque 
5 la variete de Streptomyces achromogenes tomaymyceticus se deve- 
loppe dans un milieu nutritif dans des conditions aerobies, im- 
merg^es control^es. On peut utiliser une grande variety de milieux 
nutritif s dans la phase de croissance du procede. On a maintenant 
trouv6 que les meilleurs resultats etaient obtenus lorsque l'on 

10 utilisait un milieu aqueux contenant une source de carbone assimi- 
lable et une source d 1 azote assimilable, ou une matifere du type 
protrtSi que . O n comprend d ans les sources de carbone assirailables — 
des alcools polyhydriques et des mono-, di- et poly-saccharoses 
tels que le glucose, le fructose, le saccharose, le sucre, la 

15 cassonage, l'amidon,- l'amidon de ble, le galactose, la dextrine, 
la glycerine, les raelasses et les composes identiques. Les mate- 
rieux du type proteique comprennent des prolines non raodifi^es 
et des produits de degradation des prolines, en particulier ceux 
qui se forraent h partir de l'hydrolyse de prolines Les corapo- 

20 ses azotes assirailables et les materiaux du type protdique peu- 
vent comprendre de la liqueur de bl£ mac£ree, de la levure, de 
la levure de biere, autolysee avec des solides laiteux, de la 
farine de soja, de la farine d'arachide, de la farine de graines 
de coton, de la farine de ble, des solides laiteux, des produits 

25 de digestion pancreatique de la caseine, des r^sidus de distilla- 
tion solubles, des liqueurs peptoniques animales, des extraits de 
farine, des peptones, de la farine de poisson, de l f extrait de 
levure, des petits morceaux de farine et d'os, et des matikres 
inorganiques comme des nitrates et des sels d f ammonium. Ces sour- 

30 ces de carbone et d'azote bien qu'utilisees avantageusement 
sous forme combinee, n'ont pas besoin d T §tre pures pour §tre 
utilises, de la raeme fagon que des raatieres raoins pures, qui con- 
tiennent des traces de facteurs de croissance et des quantites 
considerables de matieres nutritives minerales, sont appropriates 

35 pour cette utilisation. Si on le desire, elles peuvent etre ali- 
mentees par des sels mineraux comme le chlorure de sodium* le 
chlorure de potassium et des agents tampon comme le carbonate de 
calcium et le phosphate de. calcium . On peut ajouter si n^cessaire 
un agent anti-rooussant comme de la paraffine liquide, des huiles 

*K) grasses ou des silicones, au milieu de fermentation. 
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Apres avoir separe l'antibiotique conformc a l r invention de 
tout 1g bouillon, par filtration ou centrifugation, on pout le re- 
cuperer a partir du milieu de culturo par dos techniques d 1 ex- 
traction ou d 1 absorption, quo I'on utilise couraminont on rola- 

5 tion avoc la recuperation d'antres antibiotiquo s. On pout of foe- . 
tuer 1 'extraction par 1 'utilisation do solvants do preference 
des solvants organiquos polaires. Conprcnant dosalcools comma 1: 
methanol, 1 1 ethanol , le propanol, l'isopropanol, lc butanol; des 
esters alkyl d'acides gras coiamo I'ac&tato d'ethyle; des cetones 

10 comae 1* acetone; dos hydrocarburos chlores coiiiiiie lo chlorof orao ; 
et la pyridine. On pcut utiliscr ac;alenant d 1 autre s solvants au:r 
caracteristiquos so.^bleblos. La conbinaison do ces solvants est 
utiliseo avantaseusoment . L' autibiotiquo peut Ctro egaloment re- 
cupere dans le bouillon do culturo par un a£;ont absorbant cosnao 

15 do . la torre d 1 infusoiros, do 1' alumina nctiveo, du gel do sili- 
co, du charbon actif et de l'acide silicique. L 1 antibiotiquo est 
facileiaent elue do l 1 absorbant par un solvant organiquo polairo 
. dans loquel il est soluble. Un orocede cbnvonable do recupera- 
tion de l 1 autibiotiquo a partir do I'extrait ou do l'Slnat qojz- 

20 porto 1* evaporation du solvant dans un rolstivemont faiblo vo- 
lume et la precipitation do l 1 antibiotiquo par addition d f un sol- 
vent miscible ou il cr.t soluble .L* ant j.bio.tiquo est en3uito puri- 
fie par recristailisation ou par chromato^rrphio.Les solvanirs a;o- 
propries do rdcristallisation sont I'aceto-W en solution aqucuso, 

25 lo methanol on solution aqucuso, jt tout utrj solvent dans lo- 
quel 1 'antibiotiquo est insoluble .Los agents absorbants utilises 
pour la recup^rrtion do 1' antibiotiquo pouv^nt e^aleiacnt sorvir 
d'une faqon officace pour la purification par chroaato&raphio.Dcs 
eluants utilises en liaison avee la recuperation l 1 antibiotic 

50 que peuvent e£;alcajnt sorvir. 

L r antibiotiquo qui ^.rfc isole par les iv?ocad6s qui sont ceuzz 
montionnes ci-dessus so py^s^itc sous for:>v do poudro. 

Los derives dU 1 1 antibiotiquo sont prepares par dos procede 
35 do traito;aent de l'antibiotique, isolesc.o l^iitrait ou de l'eluat 
ou non isoles, par dos olcools, thioalcools ^t dielkylcxiin^s, 
Los derives cenfornos a 1' invention repondont i Iz foruulc sui- 
vanto : 
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(i) 



=CHCH 5 



_1Q dans— laquelle E est un sroupenonfc o^lTc y! inferieur ^ un yroupe- 

ment aryl oxyalkyl inferieur, un groupement thioalkyl inferxeur, 
un groupement aryl thioalkyl inferieur ou diaminoalkyl inferieur. 

On veut effectuer cette reaction par des procedes covenant' 
simplement la dissolution de la poudre d'antibiotique dans des 
15 alcools, thioalcools ou dialis'laainas.de fonaule 

EH 

dans laquelle R est un alcoxy inferieur, un alcoxy inferieur ary- 
le, un alSylbhio inferieur ou un dialkyl (inferieur) imino, et le 
refroidissement de la solution pour former des produits cristal- 
20 lises. Les exeraples d'alcools sont les alcools aliphatiques infe- • 
rieurs ayant de 1 a 6 atomes de carbone, et les alcools aromati- 
ques ayant de 7 a 8 atomes de carbone. Comme alcool aliphatique 
inferieur, on utilise avantageuseaent le methanol, l'ethanol, 
le propanol et 1 ' isopropanol ; comme alcools aromatigues on utili- 
25 se 1* alcool benzylique. les examples de thioalcools sont le ne- 
thanethiol, 1 • ethdnothiol , le propanediol, 1 ' isopropanethiol et 
le toluene thiol. Parmi les dialkylamines (inferieur) on pent 
citer : la dlmethylamine , la diethylamine , la dipropylamine , la 
methylethylauine et la methylpropylamine . D 1 autre s alcools, thio- 
30 alcools, et dialkylamines qui ne sont pas specif iquement indiques 
ici peuvent Stre egalenent utilises. Four une preparation optima- 
le et maximale des derives, on peut effectuer avantageuseaent la 
reaction dans un solvant inerte. les exemples de solvants sont le 
chlorure de methylene, le chloroforne, le tetrachlorure de car- 
bone et 1' acetate d'ethyle. La temperature de reaction n'est pas 
limitee, mais on effectuo de preference la reaction a des teup6- 
ratures comprises entre 25 °C et 35. °C H est bien entendu que 
l'addition des alcools, sus-cites des thioalcools, et des dial- 
kylamines de fonaule *H , provoque 1 ' introduction du radical 
40 E desdits composes en position II sur le cycle. 



35 
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Le compose de forraule (i) peut etre faoileraent transforme en 
un compost de formule suivante : 



5 




On peut effectuer l 1 elimination d'un substituant en position II 
sur le cycle par des procedes de dissolution du compose de formule 

(I) dans un solvant comme le n-hexane, I'acetonitrile, 1 'acetone, 
le chloroforrae ou 1 ? acetate d< T ethyle. On peut utiliser efficace- 

15 ment un excfes desdits solvant s. Ce.tte reaction d' Elimination est 
realisee de preference a temperature arabiarite, maL s on peut ega- 
lement utiliser une temperature elevee pour favoriser la reaction 
et diminuer le temps de reaction. Le prEcipite forme en solution 
♦ peut Stre recueilli par des techniques habituelles comme la fil- 
20 tration, la decantation, ou la eentrifugation. 

Kn utilfsant-les 'procedes de preparation du compose de 
formule (I) on peut facilement transformer le compose de formule 

(II) en un compose de formule (I). Les conditions et solvants 
utilises pour la preparation du .compose (i) peuvent etre efficace- 

25 ment appliques a cette reaction- 

Les procedes de preparation des composes de formule I peu- 
vent servir h transformer immediatement les composes de formule 
II en composes de formule I. Les cnnditions et les solvants mis 
en oeuvre dans la preparation des composes de formule I peuvent 
30 egalement Stre appliques. 

Les composes de formule (I) et (II) peuvent etre transfor- 
mes par acylation en un compose de forraule suivante : 
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dans labile R', estungroupe alkylcarbonyl inferieur,un groupe 
aryl alkylcarbonyl infcrieur , ou un groupe arylcarbonyl etYest 
-M-CHR-ou-M-.dans lequel Restlo m6me ou'indiqu6 ci-dessus, 
On pout effectuer la reaction d'acylationenmelangeant le compose 
5 avoc un agent acylant dons un solvent tel que la pyridine .Oa pout u- 
' tilisor tout agent acylant capable de f ournir un radical acyle qux 
r ea,it avec un groupe hydrosyle en position O.Parmi ceux-ci on trou- 
ve desacides,des acidas halogenes,des anhydrides d'acides,et des 
esters d'acxde.Les examples d'agent acylant sent 1'acide ace-.xque, 
10 1'acide arc >ionique, 1'acide benzoique, 1'acide p-bromobonzoxquo 

-leurs chxoruresetb romures,leurs anhydrides, leurs es ters methylx- 
a uesetethyl£ques.On pent effectuer 1' addition de tela agents acy- 
lants a temperature ambiante ou en refroidissant la solutxon.Les ope- 
rations qui comprenhent la mise en place du melange reactionnel at le 
15 xefroidissement ou le versement d'un agent acylant dans un baxn de 
glace, conduisent ala preparation de composes aeyles.Ces composes 
acyles peuveht 3tre cristallises par dissolution d'un ^precxpx.e 
dans un solvent tel que l-acetonitrile ou la methanol, obtem par f ti- 
tration d'une -..reparation suivie d'une chromatographic du f xl orat 
sur gelde silW,ou par lavage du filtrat avec de l'eau,Iss compo- 
ses cristallises peuvent etre isoles d'une solution par des tech-, 
niques habituelles comme la filtration. 

les composes de formule (I) ot (II) peuvent etre de plus trans- 
formes par alkylation en un compose de formule suivante : 



20 



25 




30 " \ i^r CHCH- 



35 



HO 



dans laquelle R^estun groupe aliyl inf erieur et Test le m§me qu 
indique ci-dessus.On pent off ectuer la reaction d'alkylatxon en me- 
lange ant le compose avec un agent altylant dans un solvant tel que le 
methanol.On pent utiliser tout agent aliylant capable de fournxr 
un radical allele qui reagit avec.un groupe hyfroxyle sur la posx- 
tion 8 du compose. Parui ceux-ci on paut citer les diazoalcanes 
ef les sulfates de dialfcyle. Comme examples d' agents, d'alkylatxon, 
on pent indiquer le diazomethane , le di azoethano, et le sulfate 
de dimethyle . On peut realiser cette ; ™*~ 
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reaction d'alkylation d'une fagon efficace en refroidissant le 
melange r^actionnel. Un proc£d£ de preparation actuellement pr£- 
fer£ comprend la raise en place de la solution dans un r£frig6ra- 
teur* la concentratinn a sec, la dissolution dans du methanol, 
5 1' addition dither a une solution de methanol et le refroidisse- 
ment de la solution 6thev6e a 0°C. La preparation de composes 
alkyles peut etre isolee par des techniques habituelles comme 
la filtration, 

Les composes de formule (III)" et (IV) ou Y est -N=CH- 

10 peuvent §tre facilement transformes en un compost c>u Y est -NH- 
CHR-, ou R est le m§me qu'indiqu£ ci-dessus. La reaction utilis£e 
pour la conversion du compose de rormuxe (xi).en un compose de 
formule (I) peut etre egalement employee. 

Par coramodite et pour donner un mode de realisation simple 

15 des composes de cette invention, toutes les formules d^crites 
precedemment sont representees par la formule suivante : 



20 



25 




5 



dans laquelle R 1 est I'hydrogene, un groupe alkyl inf6rieur,un 
groupe alkylcarbonyl inferieur, un groupe aryl alkylcdrbonyl in- 
ferieur ou un groupe arylcarbonyl* et Y est le meme qu f indiqu£ 
ci-dessus, dans laquelle le groupe aryl inferieur possfede 1 & 6 

30 a tomes de carbone et le groupe alkyl inf&rieur aryle poss&de de 
7 a 8 atomes de carbone. 

L'antibiotique et ses ddriv^s produits par les procddes 
cites ci-aprks, pr^sentent une haute activity contre un certain 
nombre de microorganismes. On donne maintenant une description 

35 de I 1 utility du compose 11-mdthoxy de formule I en tant qu' agent 
antimicrobien. L'activite du compose est exprim6e par sa concen- 
tration d'inhibition minimum (MIC) qui est d<§termin£e par la mS- 
thode habituelle de dilution en serie de l'agar. Les tests sont 
realises pour des bact^ries en utilisant un milieu de bouillon 

40 de glucose et pour les champignons et la levure en utilisant un 
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milieu de Sabouraud. II y a incubation du milieu test pendant 24 

a 72 heures a 30°C, et les MIC sont exprimes par la concentration. 

du compose en racg/ml qui inhibe la croissance de l f organisme. 

Les tests ont ete effectu£s avec le compose methoxy-II de 

5 formule <l) et la suite represents les resultats. 

Organismes tests Concentration d' inhibition 

minimum • 

Staphylococcus aureus 209-P t 6* 2 

Bacillus substilis A2CC 6633 % 12 -5 

Corynebacterium xerosis 25*0 
Sarcina lutea 25>0 
Escherichia col i 100,0 
Pseudomonas aeruginosa 100,0 
Proteus vulgaris 100,0 
Aspergillus niger 50,0 
Penicillium chrysogenum Q-176 ' 25,0 

Saccharomyces cerevisiae 50,0 
Torula utilis 50,0 
Candida albicans 50,0 

On mentionne ci-apres les resultats des tests in vitro du 
compose methoxy-II contre les bacteriophages, Les tests ont ete 
effectu<§s en ajoutant un ml d ! une suspension, contenant 2x1 0 
particules du phage test par ml, dans un tampon 0,01#-tris-HCl 
(pH 7,2) a chaque dilution (1 ml) d'echantillon du compose h tes- 
ter dans le tampon precedemment . Le melange (0,1 ml) qui incube 
pendant une heure a 37°C est verse dans un vase de P£tri avec 
1,55* d'agar nutritif. Le dSnombrement des phages est realist par 
la methode de stillir^action avec la souche concernee dans la- 
quelle la quantity qui rend inactif exactement 50# des phages est 
exprimee en mg par ml. 

Phages tests Concentration desactivant 



15 



20 



25 



50# des phages 



phage Escherichia coli 0,1 

phage Escherichia coli T 2 .3-2 

phage Escherichia coli T-j 0,2 

55 phage Escherichia coli 5*2 

phage Escherichia coli \ 1*0 

phage Escherichia coli p 12,5 

-phage Escherichia coli MS-2 12,5 

phage Bacillus subtilis M-2 0,2 

4w phage Bacillus- subtilis SP- 10 3,2 
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Phages tests (suite) Concentration desaetivant 5<# 
_ des pha g_es 

phage Lactobacillus acidophilus 5**0 
phage Pseudomonas aeruginosa P 1 12,5 

5 On a trouv£ que certains de ces composes etaient egalement 

ef ficaces oon-tro les virus et les tumeurs* Le compose methoxy-II 
de formule (I) est actif in vitro contre le DNA virus herpes 
simplex hominis. Dans ces essais, des doses de 0,1 et 0,05 rag/ml 
en solution dans l ! eau distillee avec 1G# de dimethylsulfoxyde 
10 sont melanges dans des tubes avec des quantites egales de virus 
en suspension dans une solution de Hanks IN, la dilution allant 

de 10 a 3,5, Apres-di££erents temps de_ contact a 22°C, la dose : — 

de 0,2 ml qui est titree avant d*etre on solution de Hanks comme 
LD g5 , a ete injecteSe dans le p^ritoine de groupes choisis au ha- 
15 sard de dix souris males, pour la souche NMRJ et un poids de 15 
a 19g. Comme controle on a inject^ h dix souris 0,2 ml de mdlange 
de virus en suspension et une solution d'eau distillee avec 10# 
de DMSO comme indiqud ci-dessus sans le compose m(§thoxy-II. 

Comme resultats, le taux de mortalite a 100# du groupe con- 
20 tr6le a 6t6 abaisse a 20# apres une heure et quatre heures de con- 
tact, et a 0# apres six heures de contact. Cela signifie que la 
virulence du DNA a ete complfetement ou partiellement annihilie par 
1 ? action du compost methoxy-II. Le compose ra£thoxy-II pr^sente line 
inhibition complete pour des tumeurs ascites transplantables va- 
25 riees, telles que I'Ehrlich Carcinoma et le Cr. Sarcoma 180 de la 
souris,. la souche NMRJ, et pour les souches AH 66R du Yoshida Sar- 
coma et AH 1?0 pour les rats de Wistar. II est aussi efficace en 
administration intratumorale contre le Carcinp Sarcoma solide de 
Walker* Les souches de leucemie L1210-S et L1210-R (resistant au 
30 raercaptopurine-6) s6nt partiellement inhibees : 26-50# (L1216-S) 
et 51-75# (L1210-R) de prolongation de survies avec la dose bien 
toleree de 0,125 rag par kg I. P. pour quatre applications en quatre 
jours consecutifs. Dans tous ces tests avec les tumeurs acides 
transplantables, les souris et rats ont ete transplants avec une 
35 quantity distincte de cellules ou de mati&res cellulaires en solu- 
tion de Hanks, la dose de ce produit, assuran-fe 100# de survie # 

Des groupes choisis au hasard composes de huit animaux 
par dose, pour les rats et de dix animaux par dose pour les sou- 
ris sont trait^s pour la premiere fois quatre heures aprfes la 
*K) transplantation avec la dose de compose m€thoxy-II, suivi par 
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l 1 application quotidienne de la raeme dose les trois jours suivants. 

Les solutions sont prepares dans le triethyleneglycol avec 
90$ d'eau distillee. Une dose simple est de 0,5 ml pour 20g chez 
la souris et 1 ml pour 100g chez le rat, elle est done ^inalo~o:.t 

5. calcul£e par kg. 

L'activite du compose mdthoxy-II depend done de la dose, 
mais une inhibition de 99# apparait deja avec urn concentration 
de 0/0625 mg/kg dans les tumeurs ascites comme I'Ehrlich 

Carcinoma et le Cr. Sarcoma 180 de la souris, et avec 0,1 mg/kg 
10 i.p et 0,05 mg/kg I.P dans le Yoshida Sarcoma AH 66 R et le ! 

. Yoshida Sarcoma AH 130 ' du rat. Toutes les doses roentionn£csappli- 

quees dans les es&ai s, ohiroio - th d rape utiques, sont Men toler&is 

par les animaux testes. 

Les composes desires conformes a l 1 invention peuvent Stre 
15 utilises comme medicaments* sous forme de preparation pharmaceutic 
que qui contiennent 1 1 antibiotique ©u ses derives melanges a un 
support pharmaceutique acceptable,- otfganique ou inorganique, soli- 
de.ou liquide pour l 1 administration orale ou parenterale. Les 
preparations pharmaceutique s peuvent avoir un aspect solide comme 
20 ies cachets, les coraprimes ou les dragees ou un aspect liquide 
comme les solutions, suspensions du emulsions. Si on le desire, 
on peut adouter dans les preparations prScedentes des produi^s 
annexes comme par exemple des agents preservants, des stabili- 
sants, des mouillants ou des £mulsif iants, des sels pour faire 
25 varier la pression osmotique, et des agents tampons. Tandis que la 
posologie des cgraposSs varie d f un compose a 1.' autre et Sgalement 
' suivcntl r arp/l!Stat de chaque patient, on donne generalement des 
doses de 20 mg/kg pour traiter. des maladies contre lesquelles l r - 
antibiotique ou ses derives sont utilises. 
30 Les exemples suivants ont pour but d'illustrer le procede 

de 1' invention, mais ne doivent pas iimiter sa portee. 
EXEMPLE 1 

La croissance v£g£tative et les spores de la variete 
Streptomyces achromogenes toDi:^myce1;itdsATCC 21 353* eleves sur 
35 des plans d T agar ont ete transportes dans un ballon de 5<>>> ml co-- 
tenant 100 ml du milieu suivant. 

Produits Pourcentage en poids 

Lactose 3 

Extra! t de viande 1 

Extra! t de levure 1 

Polypeptone 1 

w Chlorure de sodium 0,25 
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Ce milieu est sterilise et inocule a partir de plans d 1 agar. II 
est agite* pendant trois jours k 30° C. 

Dans un reservoir en acier de deux tonnes on place mille 
litres d'un bouillon de fermentation ayant la composition suivante. 
5 Pro duits Pou rcentage en poids 

Lactose 3 
Ext rait de viande 1 
Extrait de levure ' 1 

Polypeptone 1 . 

10 Chlorure de sodium 0,25 
Monophosphate de potassium 1>5 

Biphesp hat c d o s edium(l 21^0 ) 0^3 

Le pH du milieu est ajuste a 6, 1 . Le bouillon de culture est ste- 
rilise par chauffage sous pression a environ 120°C pendant trente 
15 minutes. Le bouillon est refroidi et on ajoute d'une facon asep- 
tique 1 ml environ de la culture inoculante precedente- L f orga- 
nisme se developpe dans lo bouillon pendant 50 a 6^ heures k 
une temperature de 30°C. Pendant la peri ode de croissanse, le 
bouillon est agite et on souffle au trovers de I'air sterile a la 
20 Vitesse d f environ 1 000 litres d ! air sterile par minute sur un 
agitateur qui tourne a 350 tours par minute. 

Apres que la fermentation soit terminer, le mycelium est 
elimine par centrifugation. La partie aurnagooirte est trait£e par 
absorption d'une substance active sur environ 5 kg <* e charbon aa- 
25 tif et en le melangeant pendant 30 minutes. Apres filtration du 
melange , le charbon ajtif est extrait par 100 litres d'un melange 
de pyridine, d'ammoniaque, d'^thanol et d r eau dans lo rapport 
de 10 : 3 :80 :10,et en le chauffant a 45°C pendant trente minu- 
tes, suivie de la r^eHtraction du charbon actif. L 1 extrait est 
30 concentre sous pression reduite k 50°C, et lyophilise* pour donner 
1,6 kg de poudres. Les poudres sont lavees avec environ 10 litres 
de n-hexane, dissous dans.l'eau, et on ajuste le pH de la solution 
entre 2 et 3. La solution acidifiee est extraite par quatre frao- 
tions de 5 litres de chloroforme. Le chloroforme extrait est lave* 
35 avec une solution aqueuse de bicarbonate de soude k 5& a£ch6 sur 
du sulfate de sodium et concentre sous pression reduite k 50°C 
en un residu huileux, que l'on traite par de l f ether de p^trole. 
La filtration de la solutiv*n d 1 ether de petrole donne environ 20g 
de poudres que I'wn dissout dans 10u ml d 1 acetate d'ethyle,que 
40 l'on absorbe sur une colonne d'acide silicique, ot que l f on elue 
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avec environ 8 litres d' acetate d'Sthyle. L'dluat est concentre 
presoue jusqu'a sec et on ajoute ensuite 30 ml de methanol. Le 
precipite" se forme dans la solution de methanol en le laissant 
a -20 o C pendant deux jours, et on le filtre pour obtenir environ 
5 1,8 g de produit cristallise - brut que l'on dissout ensuite dans 
environ 30 ml de methanol chaud; On laisse reposer la solution 
de methanol pendant deux Jours a -20°C pour obtenir .1,2g de 
1 ,2,3, 10, 1 1 , 11a-hexahydro-2-ethylidene-7, 1 1 -dimethoxy-8-hydroxy- 
5H-pyrrolo(2,1-c)(l,4)benzodiazepine-5-one, sous forme cristal- 
10 lisee pure, fondant a 145-146,5°C (decompose). 
Analyse calculee pour e^H^N^ . 

. q— H 0 N 

63,16 6,58 21,05 9,21 

Trouve 62,95 6,66 21,25 9,05 

15 spectre d 1 absorption ultraviolet de ce compost dans le 

methanol presente des pics principaux a 224 nyu( =36000) et 
320 m/U ( £.=3600) et des pics secohdaires a 237 nyu( =30000) 
et 260 nyu (£=9000), comme le montre la figure 1 . 

Le spectre d' absorption infrarouge dans le suspensolde de 
20 Nujol presente des bandes a 3 340, 1 640, 1 570, 1 510, 1 425, 

1 290, 1 265, 1 210, 1 190, 1 180, 1 070, 830, 800, ET 765 cm" > 
comme le montre la figure II . 

On peut aussi extraire avec trois fractions de 30 litres 
de chloroforme, 100 litres de bouilOion de fermentation produit . 
25 comme dans l'exemple I prudent, que l'on a amene" a pH=2 avec 
de l'aoide chlorhydrique . Les couches de chloroforme sont ras- 
semblees et concentrees jusqu'a 10 litres, et l'on ajoute en- 
- suite -10 litres de methanol. La solution est ultSrieurement con- 
centree jusqu'a 300 ml par lente addition de methanol. La solu- 
5° tiori de methanol est placed dans un refrigerateur afin de donner 
un preeipite que l'on filtre et lave avec de 1 'acetate d'ethyle. 
La poudre obtenu 1 est dissoute dans du methanol chaud et on la 
laisse reposer a "raid afin de faire" precipiter un produit cris- 
tallise" que l'on ^ristallise dans le methanol pour obtenir 2 g 
55 de i,2 > 3,10,11,11a-hexahydro-2-ethylidene-7,11-dimethoxy-8-hy- 
droxy-5H-pyrrolo(2,l-o) (1,4) benzodiazepine -5-c-n- . 
EXEMPLB 2 

On extrait avec trois fractions de trente litres d* acetate 
d'Sthyle, 100 litres du bouillon de fermentation produit dans 
40 l'exemple 1, que l'on a amene 1 a pH=2 avec de l'acide chlorhydriiue. 
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L'extrait est concentre a sec et dissous dans de petites quantites 
de chloroforme. La solution passe sur une colonne remplie de gel 
de silice. La colonne de gel de silice est eluee par un melange 
de solvants, 1' acetate d'ethyle et le chloroforme dans le rapport 
5 de 3 a 1. L'eluat est concentre a sec et dissous dans le n-hexane 
pour former un preeipite. Le preeipite est f litre, dissous dans 
le chloroforme et chromatographic comme indique precedemment pour 
obtenir de la poudre. La poudre est dissoute dans l'ethanol et mise 
arefroidir pour former un produit cristallise que l'on recristal- 
10 lise dans l'ethanol pour obtenir des aiguilles jaunStres de 1,2, 
3, 1 0, 1 1 , 1 1 a-hexahydro-2-ethylidene-7-methoxy-8-hydroxy-1 1 -ethoxy- 
5H-pyrrolo(2,l-c) (1 ,-4)~be nzodiazepim.5-one, - fondant a 134-136°C — 



2) 



(decompose) . 

• Analyse calcul^e pour C^^^O^ : 
15 C HON 

64,13 6,97 20,10 8,80 

Trouve: 63,85 7,02 20,77 8,44 

II se produit des pics d'absorption ultraviolets dans l'e- 
thanol k 225 nyu ( t = 38 000) et 325 nyu ( C= 6 700), et des 
pics secondaires a 235 nyu ( P = 35 000) et 262 nyu(£ = 11 000) 
comme la figure 3. II y a des bandes d'absorption ultraviolettes 
dans le Hujol h 3 350, 1 640, 1 600, 1 570, 1 513, 1425, 1 290, 
1 265, 1 210> 1 190, 1 160, 1 130, 1 070, 890, 835, 800, 765, 710 
cm" comme le montre la figure 4. 
25 EXEMPLB 3 

Une solution de ig de 1,2,3,10,1l,lia-hexahydro-7,H-dIraetho- 
xy-8-hydroxy-5H-pyrrolo(2,1-c)'(1,4)benzodiazdpin-5-one avec un 
extralt de chloroforme ou d' acetate d'ethyle est concentred en une 
petite quantity que l'on traite avec du n-hexane pour former un 
30 precipitd. Le prtScipite est f litre et lave" avec de 1' ether, en le 
refroidissant pour obtenir une poudre jaunatre d' environ 7 00 mg 
de 1 ,2,3, 1 1 a-tetrahydro-2-ethylidene.-7-methoxy-8-hydroxy-5H-pyr- 
rolo(2,1-c) (l,4)benzodiazepitt-5-one, fondant a 108-112°C(de"com.- 
pose) . 

35 Analyse calculee pour C^^WgO^ : 

C H 0 N 

66,16 5,92 17,63 10,29 

Trouve" : 66,04 6,02 17,55 10,41 

EtEMPLE 4 

A une solution de 100 mg de 1,2,3,10,11, 1 1a-hexahydro-2- 



40 
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ethylidene-8-hydroxy-7, 1 1 -dimethoxy-5H-pyrrolo(2; 1 -c) (1 , 4)benzo- 
diazepine-5-one, dans 5 ml de pyridine, on ajoute, goutte a gout- 
te 0,2 ml d 1 anhydride acetique tout en refroidissant la solution. 
On laisse reposer une nuit le melange r^actionnel a temperature 
5 ambiante, et on la verse dans un bain de glace pour obtenir un 
pr«§cipit(§ que l'on filtre, lave dans l ! eau, dissout dans 1 ml 
de methanol et met a refroidir. Le precipite obtenu est recristal- 
lise dans le methanol pour donner des aiguilles jaunStres de 1,2, 
3,10,11,11a-hexahydro-2-ethyliden^ 
10 5H-pyrrolo(2,1-c) (1,4) benzodiazepine-5-one, fondant a 132-133°C. 
Analyse calculee pour C ^8 H 22 N 2°5 : 

C : H 0 N 

62,41 6,40. 23.10 8,09 

Trouvee : 62,30 6,53 23>24 7,95 

15 EXEMPLE 5 

A une solution de 300 mg de 1 ,2,3* 10, 1 1a-hexahydro-2-£thy- 
lidene-7, 11-dimethoxy-8-hydroxy-5H-p^rrolo(2 5 1-c) (1 ,4)benzodia- 
zepii?~5-one,dans 5 ral de pyridine, on ajoute 400 mg d T anhydride 
p-broraobenzblque . On laisse reposer le melange reactionnel une 
20 nuit pour donner un precipite que I'on filtre, lave dans le ehlo- 
roforme, lave avec une solution aqueuse de bicarbonate de sonde 
a 5% et d f acide chlorhydrique 2N et concentre en une petite quan-' 
tite. On I'adsorbe sur une colonne en gel de silice et l f on elue 
avec. un melange de chloroforme et d 1 acetate d'ethyle dans le rap- 
25 port 8 a 1. i/eluat est concentre pour former du 1,2,3,10,11,11a- 
hexahydro-2-ethylidene-7, 1 1 -d±methoxy-8-p-bromoben2oyloxy-5H-pyr- 
rolo-(2,1-c) (l,4)benzodiazepiXB-5-one que I'on traite avec de 
I'acStonitrile pour obtenir des aiguilles blanches de 1,2,3*11a- 
te trahydro-2-e thylidene -7-me thoxy -8-p-br6mobenzoyloxy-5H-pyrrolo- 
30 /~2,1-cJ7 L ^^J benzodiazepine-5-one, fondant a 204-205°C 

Analyse calculee pour C 2 2 H 19 N 2°4 Br : 

C H O N Br 

58,02 4,17 1**07 6,15 17*58 

Trouvd : 58,12 4,25 1**00 6,50 17*58 

35 EXEMPLE 6 

A une solution de 100mg de .1 *2, 3*10,1 1^11a-hexahydro-2- 
^thylidfene-7, 11-dimethoxy-8-hydroxy-5H-pyrrolo(2, 1-<?) 0,4)ben- 
zodiaz^pine-5-one, on ajoute goutte h goutte une solution <§thdree 
de diazomethane • On laisse reposer le melange reactionnel une ^ 
40 nuit h froid, on le concentre a sec et on le dissout dans 10 nl 
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.■stiior , suivi par I 1 addition de 10 ml d'ethanol et on main- 
tient la solution a 0°C pour obtenir des aiguilles jaunatres de 
1 . 2, 3, 1 0, 1 1 , 1 1 a-hexahydro-7, 8, 1 1 -trime thoxy-5H-pyrrolo (2 , 1 -c ) 
(1,4) benzodiazepine -5-onefondant h 8Q°C. 
5 Analyse calculee pour C^H^N^O^ 2 

C H 0 N 

6*, 13 6,97 20,10 8,80 

Trouvd: 64,33 7,05 20,24 .8,60 

10 A une solution de 0£ $~ de 1 .2^. 11a>tetrah vdro-2-ethyli^ 

dene-7-m^thoxy-8-.hydroxy-5H-pyrrwlo(2,1-c) (1,4) benzodiazepine- 
5-pne, dans 5 ml de dichloromethane, on ajoute 0,25g d'<A-toluene- 
thiol. Apres 5 heures d 1 agitation, on laisse reposer le melange 
reactionnel pendant 4 jours a temperature ambiante. La distilla- 
15 tion de dichl arc methane sous pression rdduite et a temperature 
inferieure a 50°C, donne une poudre jaune qui est purifide par 
chromatographie on cauche mince afin d^btenir 0,14 g de 1,2,3, 
10,11,11 a-hexahydro-2-ethylidene-7-njethdKy-8-hydroxy-1 1 -benzylthio 
5H-pyrrolo(2,1-c) (l,4)benzodiazepine-5-one. Elle est ensuite 
20 recristallisee dans du benzene en un produit cristallisd pur, 
fondant a 1 43-1 45 °C. (decompose) • 

Analyse calculee pour C 22 H 24 N 2°3 S : 
C H N 

66,72 6,11 7,07 

25 Trouvd -66,70 6,00 ' 6,52 

EXEMPLE 8 

A une solution de 0,27 g de 1*2,3, 11a-t£trahydro-2-ethyli- 
d^ne-7-methoxy-8-hydroxy-5H-pyrrolo(2, 1 -c) ( 1 , 4.) benzodiazepine,-^ 
one dans 5 ml de dichlorome thane, on ajoute 1,5 ml d f Ethane thiol. 

30 On laisse reposer la solution pendant 6 jours, et on concentre le 
melange reactionnel sous pression rdduite, ce qui laisse un resi- 
du que l'on dissout dans l r eau. On ajoute du dichloromethane pour 
former une couche de dichloromethane que l'on separe, lave aveo 
- de I'eau et sfeche sur du sulfate de magnesium. La distillation 

35 d'un solvant de la solution donne 0,2g de-1,2,3,10,11,11a-hexahy- 
dro-2-ethylidfene-7-mdthoxy-8-hydroxy-1 1 -ethylthio-5H-pyrrolo(2, 1 
-c) (1,4) benzodiazepine- 5-o^-,cristallise jaune, fondant a 70- 
74°C (decompose*) 

Analyse calculee pour c -j 7^2*^2 °3 S : 
40 N 

8,65 



COPY 
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TrouvS : 8,15 
EXEMPLE 9 

A une solution de 0,5^g 1,2, 3,11 a-tetrahydro-2-ethylide-. 
ne-7- methoxy-8-.hydroxy-5H-pyrrolo(2,1-c) (1,4) benzodiazepine-. 
5 5-one, dans 5 cm 5 de dichlorome thane, on ajoute une solution de. 
1,2g de dimethylamine . Aprfes 5 heures d 1 agitation, on laisse • 
reposer le melange reactionnel pendant 4 jours. La couche de. di- 
chlorome thane est separee, lavee avec de I'eau et sechee sur du 
sulfate de magnesium. On ^limine Bnsuite un solvant sous pression 

10 rdduite pour lalsger une poudre b rune faiblement jauna tre de i,2, 

.3,10,11,11 a-hexahydro-2-ethylidene-7-me thoxy-8-hydroxy-1 1 -dirae- 
thylaroino-5H-pyrrolo i2,1-c) (1,4) benzodiazepine-5-one (0,3g). 
Elle est ensuite purifiee par chromatographic oa couche mince sur 
gel de silice pour obtenir un produit cristallis£, pur, brun jau- 
15 natre, fondant a 65-68 °C (decompose) 
EXEMPLE 10 

A une solution de 0,27 g de 1/2,3, 11a-tetrahydro-2-ethyli- 
d*me-7-methoxy-8-hydroxy-5H-pyrrolo (2,1-c) (1 , 4)benz6diazepine- 
5-one dans 5 ml de dichlorome! thane, on a ajout<§ 1,5 ml de raetha- 
20 nol et le melange a ete agite pendant 5 jours. Le melange reac- 
tionnel a et£ concentre sous pression reduite et refroidi dans un 
ref rigerateur. pour former le precipite qui apres filtration avait - 
l'aspect d r une substance cristalline et etait de la 1,2,3, 10,11, 
1 1 a-hexahydro-2-ethylidene-7, 1 1 -dime thoxy-8 -hydroxy-5H-pyrrolo 
25 (2,1-c) (l,4)benzodiazepine-5~one qui fond a 1*5-146,5°C eri se de- 
composant . 

EXEMPLE 11 

Une formuie injectable sous forme d 1 ampoule a la composi- 
tion suivante : 

30 1 ,2, 3, 10,11,11 a-hexahydro-2-ethylidene-7-1 1 -dimethoxy- 

;8-hydroxy-5H-pyrrolo(2, 1-c) (1 , *0-benzodiazdpine-5-one 0,02g 



Ethanol 10,00ml 

Eau distill^e , • • 100,00ml 

Hydroxyde de sodium, . . * r q. s . 

35 PH • 7,5 
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REVEMDICATIONS 
Procede de preparation d'un compose de formule 




CV) 



10 dans laquelie R-j est I'hydrogkne, un groupe alkyl inferieur, un 
groupe alkylcarbonyl inferieur, un groupe aryl alkylcarbonyle in- 
ferieur ou arylcarbonyleet Y est -N=CH- ou -NH-CHR-, caracterise 



15 



20 



25 



en ce que R est un groupe oxyalkyl inf&rieur, un groupe aryl oxy- 
alkyl inferieur, un groupe thioalkyl inferieur, un groupe aryl 
thloalkyl inferieur ou un groupe diaminoalkyl inferieur, qui com- 
porte : 

(1) la culture d'une vari^te de Streptomyces achromogenes tafceya- 
mensis ATCC 21 353 ou de ses espkces mutantes tres voisines dans 
un milieu nutritif dans des conditions aerobies immergees, et la 
production d'une substance antibiotique dans ledit milieu jusqu'k 
ce que I'on ait une quantite importante; ou 

(2) le traitement de l 1 antibiotique, isole ou non du bouillon de 
culture avec de I'alcool pour obtenir un compose de formule : 




10 



be CH.CH 7 



30 



dans laquelle "R est un groupe oxyalkyl inferieur ou un groupe aryl 
oxyalkyl inferieur; ou 

(3) la transformation d'un compose de formule (I) dans un solvant 
35 non alcoolique en un compose de formule : 
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tx 



h: 



CHxO 



ou 




(II) 



CHCH 7 



(4) I'acylation d'un coiaoose des formules (I) ct (II) avec un 
agent acylant pour obtonix* via compose do £ cranio : 




- (in) 



CHCHj 



o \ , h 

dans laquellc R£ est un -roupc alryl inf ericur un carbonyl aklyl 
inf&rieur aryle ou un carbonyl aryl et T a la mome signification 
que ci-dessus; (ou) 

(5)lfelkylation d'un compose do foruules, (I) et (II) par un 
agent alfcylant pour obtonir un compose de £ ormule : 




CHCH? 



(IV) 



dans laquolle R* ± est un grcupc all^rl inferiour et X est 

- H » GH - ou - HH-CHR- dans losquels 3 a la mSme sicnifica- 

tion que ci-dessus, 

(6) la transformation d'un compose de formulc (VI) dans laquel 
le Y est -HII-GHR- - dans lequol R a la nSne signification 
que ci-dessus, dans un solvant non alcoolique en un compose 
de f onnulc : 



(71) 
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dans laquelle R'^ a la signification precedente; et 
(7) la reaction d'un compose de formule (II) avec un alcool, un 
thioalcool ou une dialkylamine pour obtenir un compose de formule 
(I) dans laqueile R est un groupe oxyalkyl inferieur, un groupe 
5 aryl oxyalkyl inferieur, un groupe thioalkyl infdrieur, un groupe 
aryl thioalkyl inferieur ou un groupe dialkylamino inferieur. 

2 - Proc£d<§ selon la revindication 1, characterise en ce qu'on 
prepare un compose de formule (Vj. 

3 - Procdd£ selon la revendi cation 1 > caracterise en ce 

10 qu'on produit une substance antibiotique par uri procede qui com^ 
porte la culture de la variete Streptomyces achromogenes tateya- 
mensis ATGC- 21 353 o n s e s o sp eces mutantes trfes voisines-dans-un — 



20 



25 



milieu nutritif dans des conditions aerobies immergees, et la -pro- 
duction de ladite substance antibiotique dans ledit milieu jus- 
15 qu'k ce qu'on en ait une quantity importante . 

4 - Proced6 selon la revendi cation 1, caracterise en ce qu'un 
compose de formule : 



-C - R 

HO-J^ \ (I) 




dans laquelle R est un groupe oxyalkyl inferieur, est prepare 
par des procedes qui comprennent la culture de la variety de 
Streptomyces achromogenes tateyamensis ATCC 21- 353 ou de ses ea- 
pfeces mutantes tres voisines dans un milieu nutritif dans des oon- 
30 ditions aerobies immergdes la production de I 1 antibiotique dans 
le bouillon de culture, l 1 extraction dudit antibiotique a partir 
du bouillon de culture et le traitement dudit antibiotique par un 
alcool . 

5 - Procedd selon la revendication 4, caract£risd en ce que 
35 l'organisme est la variete de Streptomyces achromogenes tateya- 
mensis ATCC 21 353. 

6 - Procede selon la revendication 4, caracteris£ en ce que 
l'on inclut 1 'operation d' extraction du bouillon de culture k un 
pH d 'environ 2 a 3 par un solvant ptflaire organique miscible a 

40 l'eau. 
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7 - Procede selon la revendieation 4, caracterise en ce que 
le milieu de culture est maintenu a une temperature d' environ 
25°C a 55'C, et la croissance de l'organisme se d^roule pendant 
une periode d' environ 50 a 60 heures. 
5 8 - Precede" selon la revendieation 4, caracterise en ce 

que l'alcool est le methanol ou l'ethanol. 

9 - Precede selon la revendieation 1, caracterise en ce 
qu'un compose de for/ule (II) est obtenu par traitement d'un 
compose de fcrmule (ij, dans laquelle R est un groupe alkyl in- 

10 ferieur, dans un solvant. organique non alcoolique. 

10 - Procede selon la revend ieation 9, caracteri se en ce 



15 



20 



qu'un solvant organique non alcoolique est le n-hexane. 

11 - Procede selon la revendieation 1, caracterise en ce 
qu'on inclt*l 'operation d'alkylation d'un compose de formule 
(II), dans laquelle R est un groupe oxyalkyl inferieur, par un 

agent alkylant. 

12 - Proo<§d<5 selon la revendieation 11, caracterise en ce 
qu'un agent alkylant est le diazome thane. 

15 - Procede selon la revendieation 1. caracterise en ce 
qu'on inclu 1' operation d'acylation d'un compost de formule 
(I ), dans laquelle R est un groupe oxyalkyl inferieur, par un 
agent acylant. 

14 - Precede selon la revendieation 13, caracterise en ce 
qu'un agent acylant est I'anhydride acetique ou I'anhydride p- 

25 bromobenzolque . 

15 - Precede selon la revendieation 1 ,• caracterise- en ce 
qu'on inelu* l'etape de reaction d'un compose de formule (II) 
avec un thioalcool ou une dialkylamine . 

16 - Procede selon la revendieation 15, caracterise en ce 
30 qu'un. thioalcool est le methane thiol ou l'* - toluenethiol . 

17 - Procecte selon la revendieation 15 caracterise en ce 
qu'une dialkylamine est la diraethylamine . 

• 18 -- Procede selnn la revendieation 1, caracterise en ce 
qu'on ihciue l'operation de transformation d'pn compose de fbr- 
35 mule (IV), dans laquelle R", est un groupe arylalkylcarbonyl 
^ inferieur et R est un groupe oxyalkyl inferieur, dans un solvant 
organique non alcoolique, en un compose de formule (V) . 

19 - Procede selon la revendieation 18, caracterise en ce 
qu'on utilise l'aeetonitrile comrae solvant organique non al- 
40 coolique . 
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10 dans laquelle est l'hydrogene, un groupe alkyl inferieur, un 
groupe alkylcarbonyl inferieur, un groupe aryl- alkylcarbonyl in- 

f erieur ou a ryl " carbonyl et Y est -N=CH- ou -NH^eHR-j caracterise 

en ce que R est un groupe oxyalkyl inferieur, un groupe aryl 
oxyalkyl inferieur, thioalkyl inferieur, aryl thioalkyl inferieur 

15 ou diamlnoalkyl inferieur. 

21 - Compose selon la revendication 20, caracterise en ce 
que r!| est 1'hydrogene et Y est -N=CH-. 

22 - Compose selon la revendication 20> caracterise en ce 
que R-j est le groupe oxy p-bromobenzyl et Y est ~N=CH. 

20* 23 - Compose selon la revendication 20. caracterise" en ce 

que R 1 est l'hydrogene et Y est. -NH-CHR— , ou R est le groupe 
oxymethyle. 

2h - Compose selon la revendication 20, caracterise en ce 
que R 1 est I'hydrogene et Y est -NH-CHR-, oix R eat le groupe 
25 oxyethyle. 

25 - Compose selon la revendication 20, caracterise en ce 
que R^ est le groupe m£thylcarbonyl et Y est -NH-CHR-, oil R est 
le groupe oxymethyle . 

26 - Compose selon la revendication 20, caracterise en ce 
30 qie R^ est le groupe oxy p-bromobenzyl et Y est -NH-CHR-, oii R 

est le groupe oxymethyle. 

27 - Compose selon la revendication 20, caracterise en ce 
que R 1 est le groupe methyl et Y est -NH-CHR-, oh R est le groupe 
oxymethyle . 

35 28 - Compose selon la revendication 20,qaracterise en ce 

que R- est I'hydrogene et Y est -NH-CHRr>ou R est le groupe thio- 
benzyle . 

29 - Compost selon la revendication 20- caracterise en ce 
que R- est I'hydrogene et Y est -NH-CHR-, oil R est le groupe thio- 
benzyle. 

h 0 30 - Compose selon la revendication 20. caracterise en ce 

que R 1 est I'hydrogene et Y est -NH-CHR-ou R est le groupe diami- 
nomethyle. 
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FIG. 3 
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